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О 7 f Ja~ыtoc.k -Семы: Иммунохимические методы анализа в настоящее.~ 
являются одним из наиболее интенсивно развивающихся направлениll аналитическоll 
химии. Благодаря высоко!! чувствительноС11i, селекrивноС11i, возможности 
автоматизации, проведения анализа в проточном режиме иммунохимические методы 
находят применение в клиническоll химии, ветеринарии, пищевой промышленнОС11i, 
биотехнологии и других областях для определения широкого круга биологически 
акrивных веществ. Одним из перспективных направлений в это!! области яВЛJ1ется 
разработка иммуноферментных сенсоров (ИФС), объедиияющих специфичность 
деl!ствия антител и фермента и позволяющих добитъся значительного усиления 
анашnического сиmала. Отсуrствие систематических подходов к созданию таких 
устройств делает весьма актуальной оценку возможuОС'IИ использования единой 
модели ИФС для определения отличающихся по происхождению и физиологической 
роли биологически активных соединений. Вольтамперометрическое детеJС11fрйвание 
ферментативной метки позволяет разработать аналкrнческие устройС1118, 
обладающие экономичностью, достаточно высокой чувствительностью, 
специфичностью, точностью и зкспрессностью определено. 
Изучение влияния различных эффекторов на IС81'8ЛКП1Ческие свойства 
фермеитов позволяет значительно расmиркrъ аналиrические возможности 
иммуноферментного анализа. Использование данных фермеtmrГИвной кинетихи в 
этом случае дает возможность оценкrъ влияние различНых факторов на хараюер 
протекания ферментативного процесса, что может оказаться весьма полезным для 
выбора условий функционированИJ1 и полученИJI положкrельных результатов при 
работе с иммуноферментными сенсорами. 
Работа проводилась при финансовой поддержхе Российского фонда 
фундаме!П'8ЛЬНЫХ исследований, проекты № 97-03-332328, № ОО-03-32389а, № 01-03-
06047 (rрант для поддержки молодых ученых). 
Цель нсследовани11 заключалась в разработке новых амперометрических 
яммуноферментных сенсоров для чувствительного и селективного определения 
разлИЧНЬIХ по природе и происхождению биологически активных веществ, в том 
числе аитиrел, на примере специфического иммуноглобулина Е человека (lgE), 
анrигенов патоrеююго rриба Trichophyton rubrum и фитопатогенного rриба Phoma 
Ьеtае, ферментов, на примере рибонуклеаэы, и аминогликозидного антибиотика 
rеитамицина, с использованием данных кинетики ферментативной реакции для 
выбора рабочих условий проведенИJ1 иммуноферментного анализа. 
Наvчна11 новизна и nрактическа11 значимость: Предложены и обоснованы 
подходы к селективному определению биологически актианых веществ с помошью 
разработанных амперометрических иммуноферментных сенсоров на основе 
совместно иммобилизованных иммунореаrентов и холинэстеразы. 
Выявлено влияние иммунных комплексов анmrен-антитело (Аr-Ат) на 
каталитическую активность иммобилизованной холинэстеразы (ИХЭ). Определены 
кинетические параметры (кажущиеся константы Михаэлиса (Km(n•»• максимальные 
з 
скорости (V m) реакuии холинэстеразного гидролиза в присутствии эффекторов, а 
также константы связывания иммунных комплексов. Изучено влияние различных 
факторов (рН, концентраций субС1рата и компонентов биоспецифических 
взаимодействий) на характер протекания ферментативного процесса. На основании 
данных кинетических исследований выбраны условия проведения 
иммуноопределений с помощью ИФС. Разработан способ регенерации 
биочувствительной части ИФС. 
Оценены значения констант связывания иммунных комплексов аитигсн­
акrитело, а также перекрестная реаIСТИвность используемых иммунореагекrов. 
Разработаны методики опрсделеНИJI специфического lgE, аmиrенов 
Trichophyton rubrum и Phoma Ьеtае в биолоrических жидкостях, рибонуклсазы в мясе 
и МJ1сопродуктах, а таюк:е гс~rrамицина в пищевых продуктах (молоке) и 
лекарственных формах с помощью ИФС. 
Представлены практические рекомендации по использованию разработанных 
ИФС в биомедицинском анализе дла диаmОСТИJСИ аллерrических и rрибковых 
заболеваний 
На защип вынос11тс11: 
• Модель иммунофермеНП1ых сенсоров на основе совместно иммобилизованных 
холинэстеразы и компонекrов иммунолоrической реакции ДЛJ1 определения 
различных биологически активных соединений 
• Результаты исследованИJ1 ВЛИJIНЮI иммунных комплексов антиrен-анrитело на 
каталитическую аJСТИВНОСТЬ иммобилизованной холинэстеразы 
• Интерпретация кинетических параметров реакции холинэстеразного rидролиза 
бутирилтиохолин иодида (БТХИ) в присутствии иммунных комплексов; 
результаты изученИJ1 вmцНИJ1 рН, концентрации субС1рата на характер 
протекания фермеlfI'ВТИвного процесса. 
• Оценка и сопоставление значений констант связывания иммунноrо комплекса 
антиген-антитело 
• Новые способы иммуноферментных определений специфическоrо 
иммуноглобулина Е, акrиrенов Trichophyton rubrum, Phoma betae в 
биологических жи.ь:костях, а также рибонуклеазы и rентамицина в продуктах 
шrrания 
• Практические рекомендации по использованmо иммуноферментных сенсоров 
для диагностики аллергических и rрибковых заболеваний 
Апробаци11 работы: Материалы диссертации докладывались и обсуждались на 
XVI Менделеевском конrрессе по общей и прикладной химии (С.- Петербурr, 1998 
г.), Международной конференции Eurosensors ХП (Саутrемmон, Великобрнтания, 
1998 г.), Международной конференции по аналитической химии (Алматы, Казахстан, 
1998), Итоговой научной конференции Казанскоrо 
(1999г.), ~Международной кoн~~ljЩIJiлЯof;!COвptW:J'i;:t~A 
:•i.i, Н. 14 . Л~G;J.чсвскоrо 
r.ан~•с:1и" r::. у1.!5f11~~т~та 
твенного университета 
электроаналитическим 
методам (Сеч, Чехия, 1999 г.), V Всероссийской конференции "Эле~охимические 
методы анализа" (ЭМА-99) (Москва, 1999), Всероссийских конференциях молодых 
ученых (Саратов, 1999 и 2001 г.), Всероссийской конференции "Химический анализ 
вещеСll! и материалов" (Москва, 2000), VIll Международной конференции по 
Электроанализу (ESEAC'2000) (Бонн, Германи1, 2000), Всероссийской конференции с 
международным участием "Сенсор 2000. Сенсоры и микросистемы." (С.-Петербург, 
2000),. IV Всероссийской конференции по анализу объектов окружающей среды 
"Экоаналнтика-2000" (Краснодар, 2000), Международном симпозиуме по 
высокоэффективным методам раздсленИJ1 (Сиофок, ВенrрИJ1, 2001 г.) и 
Международном Симпозиуме по кинетике в аналнтической химии (Бухарест, 
Румыния, 2001 г.). 
Публнк•цни По теме диссертации опубликовано 19 работ. Из них 6 статей и 
13 тезисов докладов на всероссийских и меJ1.Дународных конференциях. 
Стру!'!)'Р• н о6ым работы ДиссертацЮ1 изложена на 170 страницах 
машинописного текста, содержиr 27 таблиц и 13 рисунков. Работа состоиr из 
введениа, ruпи глав, выводов, списка литер~nуры, включающего 216 ссылок. 
В первой главе представлен обзор лиrер~nуры по проблеме использованИJ1 
различных видов иммуносенсоров в медицине и биологии ДЛJ1 определения широкого 
круга биологически активных вещеСll!, в том числе бактерий, различных аJJГИгенов, 
ферментов, лекарственных препаратов. Вторu глава содержиr постановку задачи, 
описание обье~сrов исследования, методы и условия экспериме~rrа. В третьей главе 
обсуждено влияние иммунных комплексов Аг-Ат на каталитическую апивность 
ИХЭ. Рассмотрены кинетические З81Сономерности реакции холинэстеразного 
гидролиза БТХИ в присуrствии иммунных комrшексов. Определены кинетические 
параметры (кажущиеся константы Михазлиса, максимальные скорости реакции) 
ферме~rrативного процесса. Обсуждено влияние рН среды, соотношения 
конце~праций субстрата, антигенов и антител на характер протекания 
холинэстеразного rидролиза БТХИ. На основании полученных кинетических данных 
выбраны рабочие условиа проведения иммуноферментных определений с помощью 
ИФС. Четвертая глава посвящена оценке устойчивости имМунных комплексов, а 
также специфичности иwмунохимических взаимодейСll!ий. Определены значения 
констант связыванИJ1 иммунных хомrшексов, рассмотрены закономерности их 
изменения в зависимости от природы антигена. Оценена перекрестная реапивность 
используемых иммунореагентов. В rurroй главе предложены варианты 
иммуноферментных определений специфического иммуноглобулина Е, антигенов 
Trichophyton rubrum, Phoma Ьеtае, рибонуклеазы и гекrамицина с помощью 
аиперометричесlСИХ ИФС. Представлены методики определени.ч биологически 
активных веществ в биологических жидкост1х и пищевых проду~сrах. Предложены 
практические рекомендации по использованию ИФС для диаnюстики аллергических 
и грибковых заболеваний. 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Экспериме1Пальная работа выполнена на осциллографическом полярографе 
ПО-5122 модель 03 и потенциостате ПИ-50-1.1., совмещенном с IBM РС-286, с 
11чейкой, термостатированной при 25.0±0.2° С с помощью термостата ТС-50. 
Рабочими электродами слуJКИЛи разработанные амперометрические ИФС, состоящие 
из биочувствительной части на основе совмесmо иммобилизованных антиrел (Ат) 
илн airrnn:нa (Аг) и холинэстеразы и детектирующего элеме1Па (трансдьюсера) -
стационарного JУIУПIО-пленочноrо электрода с серебряной подложкой. Электрод 
сравнения - насыщенный каломельный электрод. 
Объекты нс:следоваии11: lgE человека, специфичный по 011юшенню к 
грибковому аллергену Phoma betae, Аг фкrопатоrенноrо гриба Phoma betae (РhВ) и 
патогенного гриба Trichophyton rubrum (1R}, панкреа11fЧеская рибонуклеаза (РНКаза) 
быка, аминогликозидный аlПИбиотик rентамнцин, а также соответствующие 
поликлональные Ат к ним в различных разведеииях. Применяли препарат 
буrирнлхолииэстеразы (ХЭ) сыворотки крови лошади (КФ 3.1.1.8) с активностью 110 
АFJмг. В качестве субстрата ХЭ использовали буrирИJПИохолин иодид (БТХИ). Дпя 
получения бночувствкгельной части ИФС использовали нитрат целлюлозы типа 
коллоксилин со средним содержанием азота 11.5 - 12 %. 
Оценку значений констанr связывания проводили по вольтамперометрическим 
данным, используя метод Скэтчарда. Определение параметров (Krn1aж» V m) реакции 
холинэстераэного гидролиза в отсуrствие и в присуrствии компоне1Пов 
иммунохимического взаимодействия проводили, исходя из полной кинетической 
кривой зависимости величины тока от времени при определенной концеитрации 
субстрата методами нелинейной регрессии. 
ИММУННЪIЕ КОМПЛЕКСЫ АНТИГЕН - АНТИТЕЛО 
КАК ЭФФЕКТОРЫ ИММОБИЛИЗОВАННОЙ ХОЛИНЭСfЕРАЗЫ 
Изучение основных закономерностей биоспецифических реакций, а также 
влияния иммунологической реакции на каталкrическую активность ИХЭ проводили, 
используя иммунные пары отличающихся по природе биологически активных 
соединений: специфический lgE человека - Аг Phoma betae; а также Аг Trichophytoп 
rubrum, рибонуклеаза, rентамицин и соответствующие специфические Ат, с целью 
разработки общих подходов, необходимых для создания новых способов определения 
других физиологически активных веществ. 
Иммуноглобулины Е высокоактивные Ат, вырабатывающиес1 при 
аллергических заболеваниях и вызывающие опасные для жизни реакции организма. 
Phoma Ьеtае - фитопатоrенный гриб, вызывающий распространенные заболевания 
свеклы и моркови. Trichophyton rubrum - патоn:нный гриб, являющийся одним из 
6 
основных возбудителей микозов стоп и ногrей. РНКаза - фермент класса гидролаз, 
главной функцией которого является расщепление фосфодиэфирных связей РНК. 
Геtпамицин - аминоrликозидный антибиотик широкого спектра действия, 
ЯВJlЮОщийся одним из эффективных средств лечения тяжелых гнойно-сеmических 
процессов. 
Установлено, что ни один из вышеперечисленных Аг или Ат непосредственно 
не влияют на каталитическую активность ИХЭ. Введение же одного из компонентов 
иммунологической реакции в состав биочувствительной части совместно с ХЭ 
привоДJП лишь к незначительному изменен1ПО удельной каталитической активности 
фермепrа (табл. 1). Таким образом, для получения биочувствительной части ИФС 
tU8З8J)acь возможной совместнц иммобилизация ХЭ и Ат либо Аг. 
Таблица 1. 
Влияние совместной иммобилизации иммунореагента и холинэстеразы на удельную 
каталК111ЧССJ:УЮ активность фepмeirra 
Со-ИNЫобИJ1ИЭ0ваиный Разведение Удельнu каталитическая акrивность ИХЭ, 
pcamrr Ат(Аr) 111кмоmJминхсм2 
В аrсуrствие Ат (Аг) В присутствии Ат (Аг) 
АгРhВ 1:20 29.6±0.5 30.9±0.8 
IgE 1:50 25.4±0.4 25.7±0.6 
АткТR 1:20 21.4±0.3 24.2±0.4 
АткРНКазе 1:50 16.5±0.5 15.8±0.3 
Ат х гсвтамнцину 1:100 14.4±0.6 15.0±0.4 
При разработке ИФС дл.1 определения специфического lgE человека для 
полученИJ1 биочувствwrеnьной чаСПt проводили совместную иммобилизацию Аг РhВ 
в различных разведениях и ХЭ. Аналогично при разработке соответствующих ИФС 
для определения Аг РhВ, ТR, РНКазы и rентамицина варьировали разведения 
поликлональных Ат. 
Предлагаемый способ нммунофермеJПНого определения изученных Аг и lgE 
основан на реакции образования иммунного комплекса Аг-Ат на поверхности 
биочувствwrеnьной части ИФС. Степень этого взаимодействия оценивается по 
величине аналитического сиmала при потенциале -0.55 В, который регистрировали, 
используя ИФС на основе совместно иммобилизованных ХЭ и Ат (Ar) в различных 
разведениях. Установлено, 'ПО образующийсs иммунный комплекс может оказывать 
как активирующее, тu: и ннrибирующес действие на каталитическую активносrь 
ИХЭ. Тип наблюдаемого эффеJСТа зависит от условий проведения реакции, в 
частиости, соотношения концеmрациА компонентов бноспецифических реакций. 
В определенных и~rrервалах хонцеmрациА определяемых биологически 
активных соединений наблюдалась линейная зависимость между величиной 
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соответствующего эффекта инrибированКJI или активации и концеmрациеА 
вводимого раствора Аг или lgE. 

















Аналитические характеристики иммунофермекrных сенсоров 
для определения биологически активных соединений 
Таблица2. 
Область рабочих С.,..,мг/NЛ Уравнение гра.цуироiючвоrо графика, 
концентрациА, !!!_ xJ()()DA, = a(-lg с)+ Ь, r мг/мл lo 
а ь r 
Иммvноглобvлин Е 
Sx10·1"-5x\O_. 2х10-10 -(2.9±0.\) 129±1 0.9965 
5х I0-'-5x 10-J 
-(12.6±0.4) 151±1 0.9996 
\х10- 12-5х10-7 8х10· 13 
-(4.7±0-2) 158±2 0.9933 
5х\0-а-5х10-4 3х\О-а 
-(2.6±0.\) 121.4±0.5 0.9981 
Антиген Pboma Ьеtае 
JxJ0-10-txJ0-6 5х10- 11 
-(4.8±0.4) 150±2 0.9907 
5x\O-ll -8х\О-~ lx\0·12 
-(2.8±0.2) 135±1 0.9944 
1хlo-9-Sx10"" 8х\О-10 -(3.3±0.3) 133±2 0.9916 
Антиген Tric:boobvton rubrum 
9х 10·11 -9х10-> 5х10"" -(S.9±0.2) 162±1 0.9973 
8xl0 "1'-8xl0.., \xlO"" -(2.47±0.о7) 138.4±0.7 0.9968 
8х10"11 -8 х\0-6 lx\0"11 -(7.0±0.l) 177.6±0.8 0.9995 
Р•бонуклеаза 
lx\0-4-lx\0"1 Sx10·> 6.80±0.02 69.42±0.06 0.9999 
\x\0"9-2xlO"' 8х\О-10 -(8.2±0.5) 174±3 0.9946 
\х 10·11 -\х 10·1 5х\О"" -(5.8±0.2) 167±2 0.9982 
Ге~памицин 
\х\0 ... - \х\О"' Sx10·> 2.2±0.4 82.7±0.2 0.9998 
5x\0-9-lxl0-4 \х\0-9 -0.3±0.2) \ЗО±\ 0.9958 
Для многокраmого использованИJ1 ИФС были подобраны условКJ1 
регенерации его биочувствкrельноА части пугем разрушенКJI образовавшеrос1 
иммунного комплекса. Установлено, <rro наиболее эффективным регенерирующим 
действием обладают концеmрированные растворы мочевины. Обрабоnса 
биочувствкrельноА части ИФС 5 М раствором мочевины в течение не более 15 минуr 
позвол1ет полносп.ю разрушить иммунный комплекс и использовать ИФС для 3-5 
послсщующих определений. 
Скорость фермекrаmвноrо процесса обуслоВ11ена большим числом факторов, 
среди которых рН, темпераwа и характер инкубационной среды. В связи с этим 
проведено изучение В11ИJ1НИJ1 рН среды на удельную каталкrическую акmвность ИХЭ 
и кинеmческие характеристики процесса. УстаноВ11ено, 'ПО для ИХЭ, тахже как ДЛJ1 
H1111t11нoro фермекrа, зависимость удельной а1t111вности от рН имеет 
колоколообразную форму, причем опгимум рН смещается в область щелочных рН и 
составл11ет дл11 ИХЭ 9.05±0.05. 
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Величина аналиmческого сигнала, характеризующая глубину протекания 
ферментативной реакции, зависит от ряда фапоров, в том числе от концентрации 
субстрата (С5) и активности ИХЭ, которая, в свою очередь, связана с наличием в 
растворе эффекторов фермента, в роли которых, в данном случае, выступают 
иммунные комплексы Аг-Ат. С этой точки зрения представляется достаточно важным 
определение кинетических хараперистик процесса ферментативного гидролиза 
БТХИ под действием ИХЭ в различных условиих. В табл.3 приведены значения 
кинетических параметров (кажущейся константы Михаэлиса Km( ... )o максимальной 
скорости У.,) ферментативного гидролиза БТХИ в отсутствие и в присутствии 
эффекrоров, полученные из анализа полных кинетических кривых. 
Как показывает анализ данных табл. 3, вид эффекта, наблюдаемого в каждом 
конкретном случае, зависит от сочетания фапоров. В большине111е случаев (для lgE, 
антигенов РhВ, TR (раэведение Ат 1 :20), РНКазы (разведение Ат 1 :50) и гентамицина 
(разведения Ат 1:50 и 1:100)) вид наблюдаемого эффекта сохрВНJ1етсJ1 во всем 
изученном диапазоне концентраций. Наиболее часто проявляется эффекr активации, 
что выражается в увеличении набJIЮдаемого аиал1П11Ческого сИЛ1ала. Так, для lgE, Ar 
ТR и РhВ ингибирующий эффеп не набJIЮдался, а в случае РНКазы и гентамицина, 
ингибирование проявлялось только при достаточно больших концентрациях Ат, 
испольэуемых для иммобилизации (табл.3, поо.6, 7, 11 ). 
Увеличение каталитической активности фермента происходит вследствие 
того, что при определенном соотношении компонентов биоспецифического 
взаимодействия обеспечивается более удобный подход субстрата к активным центрам 
фермента, что приводит к увеличению количества электрохимическн активного 
продукта ферментативной реакции. Можно предположить, что это связано с 
присуте111ием белковых макромолекул на поверхности биочувствительной части 
ИФС. Поскольку форма, в которой белки существуют в растворе, а также суммарный 
заряд молекул, зависят от рН, необходимо учитыВЗ"П. еозможность их участия в 
электростатических взаимодействНJ1х. 
Учитывая, что изоэлектрические точки всех используемых в работе белков не 
превышают 8, а рН фонового электрошrrа составляет 9.05±0.05, следует 
предположить, что в условиях эксперимента иахромолекулы будут иметь общий 
отрицательный заряд. Поэтоwу в I01честве основной причины активирующего 
действия можно предположить возможность дополнительного электростатического 
взаимодействи.к между положительно заряженной катионной головкоli БТХИ 
(используемого специфического субстрата ХЭ) и отрицательным суммарным зарядом 
Аг, который перекрывает общие заряды фермеtпа и Ат при образовании 
соответствующего иммунного комплекса. Это приводит к накоплению мо;Jекул 
субстрата вблизи активных центров молекул фермента, увеличивая, таким образом, 
скоросп. ферментативного процесса. 
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Таблица 3 
Кинепtческие параметры фермекnmtвной реакции rидролиза БТХИ в присуrствии 
ИФС при различных разведениях atmrren (•8Н1Иrена) 
Cs = 2х 10·3 М, рН 9.05±0.05 (n=5, р=О.95) 
ОпредеЛJ1емьdl Разведение с,.,, Vmxl07 , ~ .... )х104, № Вид эффекта 
компонент Ат(Аг) мг/мл мг/мл хе мг/мл 
о 'З.9±0.2 23.8±0.9 
IgE 1:50• 5х10·3 4.2-+{}.1 0.5±0.1 1 Двухпараметрически 
5х10·1 4.3±0.3 8.2±0.6 согласоваинu активаци.11 
5х10·9 4.4±0.2 1.4±0.2 
5х10·10 4.3±0.1 9.8±0.5 
5х10·11 4.2±0.2 7.5±0.4 
5х10·12 5.9±0.3 2.9±0.4 
о 3.8±0.2 21.7±1.2 
АmигенРhВ 1:20 5х10-6 3.8±0.3 9.6±0.8 2 Ассоциативно аrrвваци.11 
5х10-1 3.8±0.2 16.3±0.5 
5х10·10 3.8±0.4 6.1±0.4 
о 4.0±0.1 28.8±0.6 
АmигенТR 1:20 5х10-6 4.4±0.2 15.0±0.4 3 Двухпараметрически 
5х10-1 4.1±0.2 17.9±0.5 соглвсованнаа 31СТИВ8ЦИ.11 
5х10·12 4.6±0.3 17.2±0.7 
о 3.9±0.2 25.2±0.5 
1:50 5х10-6 4.3±0.1 4.8±0.4 4 Двухпараметрически 
5х10-1 5.8±0.2 4.2±0.5 согласованнu активация 
5х10·10 3.8±0.2 3.8±0.3 5 ПсевдоактивацИJI 
о 3.6±0.1 28.5±0.8 
Рибонуклеаза 1:20 lx10"1 3.4±0.1 9.8±0.2 6 Двухпараметрически 
lx10"2 0.46±0.06 1.55±0.05 рассогласоваиное 
ингибирование 
lxl0-4 7.9±0.7 37.4±0.9 7 Псевдоинrибироваиие 
о 3.8±0.2 25.8±0.7 
1:50 lx10·5 5.2±0.3 15.0±0.6 8 Двухпараметрически 
lxl0-6 6.1±0.4 17.8±0.8 согласованнu ахтиваци.1 
о 3.7±0.3 23.7±0.8 
1:100 lxl0-1 5.1±0.2 15.6±0.5 9 Двухпараметрически 
согласоваинu 31СТИВ8ЦИ.11 
lxl0-9 4.9±0.3 40.9±1.3 10 Двухпараметрически 
рассогласованна.11 
ахтиваци11· 
о 2.4±0.2 28.8±0.9 
Ге1m1Мицин 1:50 lxlo-z 1.9±0.3 16.5±0.1 11 Двухпараметрически 
lx10"3 1.9±0.5 15.7±0.6 рассогласованное 
ингибирование 
о 2.7±0.3 29.7±1.5 
1:100 lxl0"5 3.6±0.4 18.9±0.7 12 Двухпараметрически 
lxl0-6 2.9±0.1 27.5±0.3 согласоваинu активацИ.11 
lx10·1 3.2-+{}.2 24.4±0.5 
lxl0-1 3.1±0.3 25.6±0.9 
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Ингибирующее действие иммунного комnлекса, наблюдаемое для РНКазы при 
исnользовании разведенИJ1 Ат 1 :20 и гентамицина nри исnользовании разведения Ат 
1 :50, может быть связано с тем, 'ПО образуясь в больших количествах, вследствие 
высокой коицекrрации Ат, он создает стерические nрепятствия для быстрого nодхода 
субстрата к фермеК1)', на что указывает уменьшение максимальной скорости реакции. 
В то же вреюr, Д11J1 наблюдаемого в этих условиях двухnараметрически 
рассогласованного ин111бированЮ1 характерно усиление св11зывания фермента с 
субстратом в nрисуrствии эффектора. Посколысу Cs в этом случае достаточно велика, 
то увеличиваетс11 возможность взаимодействИJ1 фермента с субстратом. 
Предnолагаемu схема реакции: 
E+S -+ ES-+ Е+Р 
+Э +f Кэ1 +Э +f К31 (1) 
ЕЭ + S -+ ЕЭS -+ ЕЭ + Р 
Здесь и далее жирным шрифтом выделены наиболее веро11тные стадии 
фермеtrrатИВной реаlСЦИИ. 
При низких в:онцеитращmс: РНКазы (lxl0-4 мг/мл) наблюдаемый эффект 
nриобретает вид псевдоингибироваюu., характеризующийс11 уменьшением сродства 
фермента к субстрату и увеличением максимальной скорости реакции, что более 
тиnично Д11J1 nроцессов активации (см. табл. 3, nоз. 7). 
Поскольку в Э111Х условиях иммунный комплекс образуетс11 в сравнительно 
небольшом количестве, и стерические факrоры стаиов11ТС11 менее значимыми, 
возможно, оnределенный вклад в конечный nроцесс вносит эффект ингибирования 
фермента субстратом с образованием, вследствие высокой концекrрации субстрата, 
неактивного тройного комплекса [ES2]. 
Среди эффектов апивации наиболее часто встречаетс11 вид 
двухnараметрически согласованной активации (табл.3, поз.1,3,4,8,9, 12), наблюдаемый 
в случае IgE, Аг ТR , РНКазы (разведенИ11 Ат 1:50 и 1:100), а также гентамицина 
(разведение Ат 1:100). Увеличение максимальной скорости реакции и усиление 
св11зывани11 фермента с субстратом в nрисуrствии эффекrора nозволяют 
nредnоложить, что по11ВЛенис nродукта обусловлено xu: распадом комnлекса [ЕЭS], 
так и [ES]. 
Присутствие иммунного комплекса способствует усилению св11зи фермента с 
субстратом, что отражаете• в изменении значений к.с_,, по сравнению с исходной 
(неактивируемой) реакцией. Можно npeдnoлoжtrn., что это nроисходит за счет 
доnолнительной орисlПllЦИИ молекул субстрата оксшо апианых центров фермента, 
вследствие действИll дополнительного элепростатического nрнтяжения, 
обесnечивающегос11 суммарным электростатическим зар11Дом иммунного комплекса. 
Концекrрирование же субстрата в матрице при небольших концентрациях субстрата 
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(С1 :!> Km(a•» приводит к уменьшению кажущейсJI константы Михаэлиса, а 
следовательно, к увеличению скорости процесса. 
ПроJ1вление эффекrа псевдоактивации, наблюдаемого д11J1 низкой 
концентрации Аг TR при использовании разведеНИJI Ат 1 :50 (табл.З, поз.5), может 
быть обусловлено образованием в этих условно: меньшего количеС111а иммунного 
комплекса, в результате чего наблюдается и меньшее активирующее действие на 
ИХЭ. ПредполагаемаJ1 схема ферментативной реахции: 
E+S -+ ES-+ Е+Р 
+Э .1:f Кэ1 +Э i t Кэ2 (2). 
ЕЭ + S -+ ЕЭS -+ ЕЭ + Р 
В случае РНКазы при использовании разведенИJ1 Ат 1 : 100 уменьшение 
концентрации Аг привод~п к изменению вида эффекrа с двухпараметрически 
согласованной на двухпараметрически рассогласованную активацию. Одной из 
причин этого может быть очень низш конце1ЩJаЦИJ1 иммунного комплекса на 
поверхности биочувствительной части ИФС, и вследствие этого, его незначительное 
влияние на фермекrативный процесс. Определенный вклад в наблюдаемый эффект 
может вносить активаЦИJ1 субстратом, присуrсnующим в растворе в больших 
концентрациях. В этих условИJIХ возможно образование активного комплекса [ES2], 
вызывающего участие дополнительных молекул субстрата в фермеtпативном 
процессе, lffO приводит к увеличению Vm и кm( ... )· ВозможнаJ1 схема реакции: 
К. +S 
Е + S -+ ES ~ ES2 -+ Е + Р (3), 
Ks 
Эффект ассоциативной активации, характеризующийсJ1 усилением CBJIЗ!f 
фермента с субстратом и неизменностью максимальной скорости реакции, 
наблюдается дllJI Аг РhВ во всем изученном диапазоне концентраций (табл.З, поз.2). 
В данном случае, возможно, реакцИJ1 протекает по схеме 2. 
По-видимому, присуrствие субстрата в высоких концентраЦИJ1х не требует 
увеличенИJ1 скорости ферментативного гидролиза субстрата с помощью эффектора, а 
усиление свJ1зыванИJ1 фермента с субстратом в присуrствии эффектора обусловлено 
концентрированием субстрата на поверхности биочувствительной части ИФС за счет 
электростатических сил. 
В то же вреМJ1 значительное снижение (в 2-4 раза) концентрации субстрата 
привод~п к уменьшению величины наблюдаемоrо анашrrnческого сигнала, lffO 
отрицательно сказывается на чувствительности определения. Изучено влиJ1ние 
концентрации субстрата на кинетические характеристики ферме1пативного процесса. 
Установлено, что для большинства изученных соединений, за исключением Аг РhВ, 
наилучшие результаты определени11 достига~отс" при использовании 2х10"3 М 
12 
раствора БТХИ. В случае Аг РhВ предпочт~пельнее использовать более низкую 
( 1х10·3 М) концеtпрацию субстрата. 
Использование кине-mческих подходов к изучению ферментативных реакций 
позВОJU1ет не только охарахтеризовать возможные nути протекания этого процесса, но 
и высказать конкретные рекомендации для проведенИ11 иммуноопределений. По­
видимому, при подборе условий протеканИ11 ферментативной реакции и выборе 
условий фуНJЩИонирования ИФС, следует аrдавать предпочтение таким 
сооmошениям компонентов биоспецифического взаимодействия (субстрата, Аг и 
Ат), nри каrорых наблюдается эффект активации. В этом случае можно исследовать 
более широкий диапазон конце~праций определяемых соединений с большей 
чувсtвительностью и лучшей воспроизводимостью результатов. 
Таким образом, проведенные исследования позволили выбрать условия 
проведения иммунооnределения, обеспечивающие получение максимального по 
величине аиапиn1ческого сигнала: 
• рН бораnюrо буферного раствора 9.05±0.0S, 
• Cs = 2х10"3 М (lgE, Ar ТR, РНКазы, rентамицин)или·l·хlО-3 М (Ar PhB) 
• РазведеНИll Ат 1:20дооnределеНИ1Аг1R и РhВ, 1:50 - для определения РНКазы, 
1:100 - длs иммуноанализа rеtпамицина, и разведение Аг 1:50 для определения 
специфического IgE. 
ОЦЕНКА ПРОЧНОСГИ СВЯЗЫВАНИЯ И СПЕЦИФИЧНОСТИ 
ИММУНОХИМИЧЕСКИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ ПО ДАННЫМ 
ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИИ 
Оценку величин констант сВJ1ЗываНИ1 иммунных комплексов Аr-Ат 
проводили для Аг ТR, РhВ, рибонуклеазы и rекrамицина и соответствующих анппел, 
входящих в биочувствительную часть разработанных ИФС, а также для IgE, 
используя иммобилизованный Аг РhВ. 
Определяли равновесную конце~працию Аг или IgE в растворе после 
образоваНИJ1 иммунного комплекса. Равновесную конце~працию иммунного 
комплекса Аг-Ат при постоянной: концеtпрации Ат, используемых для 
иммобилизации, находили по разности между общей исходной: концентрацией Аг или 
lgE и оставшейся в растворе после обраэованиа иммунного комплекса. 
Дш1 определенИ11 констаm связывания были выбраны разведенИll Ат (Аг), 
позволяющие определять данные-сбкологически активные вещества в наиболее 
широком диапазоне конце~праций. Рабочие облаС111 конце~праций Аг и IgE, а также 
концеtпрации иммобилизованных компонентов иммунологических реакций, 
используемых для определения констакr связываина.!JРеJ'С'Пвлены в табл. 4. 
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Таблица4 
Рабочие условНJ1 дJlJI определенНJ1 констанr св11зываиНJ1 иммунных комплексов 
Определяемое Разведение Ат Конце!П]J3ЦИ11 Ат Рабочая область 
соединение (Аг) (Аг), мг/мл концентраций 
lgE 1:50 0.022 5х\0 ... -2х\0"7 
ArPhB 1:20 0.05 2х10"7- Sxl0-6 
ArTR 1:20 0.07 Sx 10·9-9х10·1 
РНКаза 1:50 0.02 7x10""-lx10-e 
rентамицин 1:100 0.01 Sxl0°"-2xl0" 
ГрафичесК!UI обработка экспериментальных данных в координатах СКЭ'Nарда 
позволила определить значеню~ констапr св11зываию~ иммунных комплексов. 
Результа1Ъ1 приведены в табл. 5. 
Кроме того, исходя: из графиков, рассчJПаНЫ концеmрацни активных цеmров 
Ат в системе, составившие 2.4xl0-6 мг/мл дJlJI Ат к ТR, 7.ЗхlО-6 мг/мл для Ат к РhВ, 
1.85х\О-4 мг/мл дJlJI Ат к РНКазе и l.Sx\0.7 моль/л дJIJI Ат к гекrамицнну. 
Концеmраци11 активных цеНТров Аг PhB при определении специфического lgE 
составила 1.бх\0-6 мг/мл. 
Таблица 5 
Эффективные значеНИJ1 констант св113ыванИJ1 иммунных комплексов 
для совмеспю иммобилизованных иммунореагентов и холинэстеразы 
Ка Константа свnыванц (мтhv!У' 
Иммуноглобулин Е 
Ка1 (1.4±0.2)х 101z 
Ка1 (2.1±О.2)х10 11 
Каз (2.6±0.З)х 1016 
Аипtген Pbom• Ьеuе 
Ка1 (4.9±0.4)х1016 
Ка1 (8.2±0.З)х 101 
Антиген Tricboobyton rubгum 
Ка1 (3. 7±0.2)х 1011 
Ка1 (5.7±0.2)х 109 
Рибо1~укле•э• 
Ка, (3.4±0.2)х 109 
Ка1 (1.9±0.3)х106 
Ге11Т11мицин 
Ка1 (8.4±0.J)x 101 
Ка1 (4.0±0.J)xlOs 
Сопоставление эффективных значений констант связывания, полученных из 
соответствующих графиков, позволяет сделать вывод об относиrельной устойчивости 
образующихся иммунных KoЧ[JJieкroв. Наиболее прочное связывание достигается 
между высокомолекул.11риыми Аг и Ат. В этих случаях эффективные значения 
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констант свJ1зываниJ1 превышают 1010 (мг/млУ 1 • Уменьшение молекулJ1рной массы Аг 
приводит к снижению значений констант свJ1зыванИJ1. Так, длJI РНКазы значе11ие Ка1 
составляет (З.4±0.2)х 109, а для гентамицина • (8.4±0.З)х 101 (мг/млУ 1 , что вполне 
удовлетворJ1ет требованиям по константам связывания, пре.llЬЯВЛJ1емым к 
иммунологическим реакциям, используемым в аналитических целJ1х, однако намного 
ниже соответствующих значений д~ц lgE, Аг ТR и РЬВ. Это может быть свJ1зано, с 
одной стороны, с тем, что с уменьшением молекулярной массы антигенные свойства 
несколько ухудшаютсJ1, вследствие чего соответствующие Ат имеют более низкое 
качеспю. С другой стороны, это может быть обусловлено более сильным влиянием 
условий эксперимента на молекулы РНКазы и гентамицина, поскольку изменение рН, 
по сравнению с его физиолоmческим значением, может вызвать существенные 
измененИJI струпуры этих Аг, а следовательно, повлиять на способность их 
СВJ1Зывания с Ат. В случае геиrамицина необходимо учитывать Т8.КJl(е и то, что Ат 
образуютсJ1 к конъюгату антнби0'11tка с белком, в результате чего их СВJ1зывание с 
низкомолекулJ1рным гапrеном являете• менее прочным. 
Дпя количественной оценки специфичности действия иммунореаге!П'Ов, 
используемых в данном варианте ИФА, проводили определение проце!П'ОВ 
перекрестных реакций. 
Оценивали специфичность IgE человека и поликлональных Ат, специфичных к 
Аг PhB, по отношению к Аг Phoma rostrupii и Phytophthora infestans. Установлено, что 
IgE не взаимодействует с Аг Phytophthora infestans, а перекрестн11J1 реактивность к Аг 
Phoma rostrupii составлJ1ет 0.1%. Поликлональные Ат не взаимодействуют с Аг таких 
грибов как Altemaria tenuis, Cladosporium herЬarum, Aspergillus fшnigatus и 
Phytophthora infestans, но в то же время обладают групповой специфичностью и 
реагируют с Аг Phoma rostrupii (перекрестная реахция 85%), что позволJ1ет 
использовать разработанный ИФС на основе данных Ат также и для выявления 
фомозной гнили моркови. Установлено, что Аг РЬВ способен взаимодействовать с 
Ат, относJ1щимися к классам lgE и lgG, причем наиболее прочное связывание 
достнгаетсJ1 при использовании lgE человека, специфичного по отношению к данному 
Аг. Проценты перекрестных реакций Аг РЬВ составляют 4.ЗхlО-6, О.8х10"5 и 2.5 % для 
lgE кролика, lgG человека и кролика соответственно. Таким образом, специфичность 
действиJ1 Ат обусловлена присугствием IgE человека или, в случае кроличьих 
поликлональных Ат, иммуноглобулина G. 
Определение перекреспюй реактивности поликлональных Ат пр0'11tв Аг TR по 
отношению к Аг патогенных грибов Triclюphyton mentographites (ТМ) и Microsporum 
canis (МС), вызывающих сходные по клинической картине заболеванИJ1, показало, что 
проценты перекрестных реакций составляют 1.ЗхlО-2 и 6.Зх10"5% длJI Аг ТМ и МС 
соответственно, что подтверЖдает высокую специфичность используемых Ат. 
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ПРИМЕНЕНИЕ ИММУНОФЕРМЕНТНЫХ СЕНСОРОВ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ 
Разработанные ИФС использовали дru1 определенИJ1 изученных биологически 
а1mtвных веществ в клинических образцах, пищевых продупах и фармпрепаратах. 
Определение JgE: Соответствующий ИФС приме!Шlи дл11 вьцвленИll lgE в 
сыворотке крови и подтверждения диаmоза аллергического заболеванИJ1 в двух 
группах больных. Первую группу составили сыворотки от детей с выраженными 
симlП'Омами сенсибилизации к грибу и положительными кожными пробами на 
аллерген из данного гриба. Вторую группу (контрольную) составили сыворотки от 
детей с аллергическими заболеванН11ми, но не имеющие в анамнезе указанИJ1 на 
сенсибилюацию месневым грибом Phoma Ьеtае. Некоторые ю полученных 
результатов приведены в табл .6 . Результаты определения lgE с помощью 
разработанноrо ИФС хорошо согласуюrс11 с данными анамнеза и результатами 
кожных проб, 'ПО свидетельствует о возможности использованИJI разработанноrо 
ИФС ДЛ11 проведеНИJI ускоренной диаmостики аллергических заболеваний, 
вызываемых плесневым грибом Phoma Ьеtае, и оценки степени тяжеС111 поражеНИJ1 за 
счет количественного определени11 содержанИ11 специфического IgE в аналюируемоR 
пробе. 
Таблица6. 
Сравнктельнu оценка медицинских исследований и аналИ111ческкх определений lgE 
с помощью иммуноферменt1fоrо сенсора (n=5, р=О.95) 
№ Анамнез Результаты кожных Определение с помощью ИФС 
проб Концентраци11 lgE, мг/мл Sr 
1 х +++ (2. 7±0.1)х10·3 0.04 
2 х +++ (4.2±0.2)х\0-4 0.05 
3 х +++ (1.6±0.l)x\0-4 0.06 
4 х +++ (l.1±0.\)x\0-4 0.09 
5 х +++ (1.4±0.l)x!0-4 0.07 
6 х ++ (l .7±0. l)x10"5 0.06 
7 х ++ (4.3±0 .2)х 10-6 0.04 
8 х ++ (3.1±0.3)х 10-6 0.09 
9 х ++ (3 .2±0.2)х10"7 0.06 




(2.5±0.2)х 10·10 0.08 




-отсутствие аллергии к Phoma betae, аrрицательный результат кожной пробы на 
аллерген из данного гриба 
х - наличие аллергии к Phoma betae 
+++- Высокu интенсивность кожной пробы 
++ - Средюu1 интенсивность кожной пробы 
+ - Слабая интенсивность KOJl(JtOil пробы 
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Определение Аг PhB: Дця диагностики грибковых заболеваний растений, 
вызываемых ф~попатоrенными грибами рода Phoma, и с целью оценки качества 
сельскохозяйственной продукции проводили количественное определение Аг PhB в 
образцах корнеплодов и семJ1н с помощью разработанного ИФС. Некоторые из 
полученных результатов приведены в табл.7. Предлагаемый ИФС делает возможным 
определение Аг РhВ на ранних стадиJ1Х развИ111J1 заболеванИJ1, т.е. тогда, когда еще не 
наблюдается видимых поражениА (см. табл.7, позиции 3,7), а также оценить качество 
сеюrн. Все это способствует своевременному выявлению заболеванИJI и дает 
возможность принжn. меры дJJJI предоrвращенИJ1 его дальнейшего развИТИJ1. 
Таблица 7. 
Использование амперометрического иммунофермеитного сенсора для определения 
грибковых анrигенов Pboma Ьеtае в растительных образцах (n=S; р=О.95) 
№ Образец 811ДИNЬ1е признаJСИ заболеВ8НИJI 
1 Корвемодw + 
2 ыорковв + 
3 -
4 Семена моркови -
5 Корнеплоды ClllCКJIЫ + 
6 + 
7 -
8 Семена свеlШЬI -
9 -
+ наличие JIBНЬIX призвu:ов rрибкового заболеваюu 
отсуrствие ~ признu:ов rрибкового заболе88НИJ1 
Найдено, мг/мл Sr 
(8.8±0.2)х 1 о·' O.Q2 
(3.2±0.З)х1 О-1 0.09 
( 4.S±0.6)x 10·10 0.13 
(6.7±0.5)х10"10 О.о? 
(5.5±0.2)х10"7 0.03 
(7.1±0.б)х 10-8 0.08 
(4.9±0.З)х10" 10 О.Об 
(4.5±0.S)x 10·9 0.11 
(2.1±0.З)хlО- 10 0.14 
Определение Аг TR: Разработанный ИФС использовали для определения Аг 
ТR и уточнения диаmооов в трех группах сывороток крови от больных с различными 
формами кожных заболеваний. К первой группе были оmесены больные с 
выраженной клинической 1t3р111ной микоза, у которых по данным микологических 
исследований были выделены патогенные грибы. Вторую группу составили 
сыворотки от бол"ных, у которых заболевание ихтиозом могло скрывать признаки 
микоза. В этом случае постановка диагноза была сильно затруднена. В третью группу 
вошли сыворотки от больных с кожными заболеванИJIМИ в отсутствие грибковой 
инфекции. Сопоставление результвтов медицинских, микологических и 
аналитических исследований предстаапено в табл. 8. 
Полученные данные свидс:тсльствуют о хорошем согласовании результатов 
аналитических (с помощью ИФС) и миколоП1Ческих определений, чrо позволяет 
проводить ускоренную диаmостику заболеваний, вызываемых патогенным грибом 
ТR, даже на ранних стадиях развИТИJI, когда вwвnение возбудителя несколько 
затруднено (табл.8, поз. 8, 16, 17, 18). Анализ с помощью ИФС позволяет также 
проводить дифференцированную диаntостику различных форм кожных заболеваний, 
дела.я возможным своевременное применение правильного лечения. 
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Таблица 8 
Сравнительнм оценка микологических исследованиА и аналитических определений 
анrиrена TR с помощью ИФС. (n==S; р=О.95) 
№ Медицинский Миколо111ческие Определение с помощью ИФС 
диагноз исследоВЗНИJI 
ВЫJ1вление Иtпенснвность Концеlll])IЩИЯ AI, 
возбудитеЛJI flJИбковоrо мг/NЛ Srxla2 
заболевания 
1 + ххх ( 1.2±0.1 )х 10-6 0.08 
2 микоз ::1: ххх (1.2±0.1)х10· 12 0.06 
3 ::1: хх ( 1.5±0.1)х10· 12 0.05 
4 + хх (5.О±О.2)х 10·13 0.04 
5 ± хх ( 1.4±0.1)х10"13 0.06 
6 + хх (4.5±0.2)х 10"13 0.03 
7 ± хх (9.5±0.3)х 10·14 0.02 
8 
-
х (4.7±0.3)х 10·13 0.05 
9 + ххх (8.1±0.3)х10-6 0.03 
10 + ххх (4.9±0.l)x10"9 0.02 
11 ихтиоз+микоз ::1: ххх (1.6::1:0.)х10" 12 0.05 
12 + хх ( 1.3±0.1)х10·10 0.06 
13 ::1: хх (2.0±0.1)х10· 11 0.05 
14 + хх (5.9::1:0.2)х 10·12 0.03 
15 ± х (2.2±0.1)х10"13 0.04 
16 
- х (5.0±0.3)х 10"13 0.05 
17 ихтноз+микоз 
- х (2.6::1:0.2)х 10·14 О.Об 
18 - х (1.9::1:0.2)х 10"14 0.08 
19 ± х (7.2±0.4)х10" 15 0.05 
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22 - - - -
+ Обнаружен патогенный flJИб Tnchophytoo rubrwn 
:i: Обнаружены близкородственные виды патогенных flJИбов 
Патогенные f1Jибы не обнаружены 
ххх Средиетяжелое течение flJИбковоrо заболевания 
хх Средиелеrкое течение flJИбковоrо заболевания 
х Легкое течение flJИбковоrо заболевания 
Оrсутствие flJHбкoвoro заболеванu 
Определение рибонvклеазы: Проведено определение РНКазы в образцах мяса 
и мясопродуктов с помощью ИФС, результаты представлены в табл. 9. Полученные 
результаты показывают, что используемые Ат обладают перекрестной реактивностью 
по отношению к РНКазе, содержащейся в свинине и мясе кур. Однако рассчитанное 
содержание РНКазы в этих случаях в 10-100 раз ниже, чем для говядины. В то же 
вреии для образцов рыбы (минтай, лещ) и растительного белка перекрестная 
реактивнос~ъ Ат отсутствует. Эrо позволяет использовать разработанный ИФС для 

















Определение РНКазы в образцах мяса и мясопроду~пов (п=5, р=О .95) 
Образец Концектрация РНКазы, Sr 
мг/мл 
Мясо свежее (гоВJ1ДИна) (3.3±0.2)х 1 о·> 0.06 
Мясо (говядина) после замора:киванИJ[ 
а) Сок (S.0±0.3)xtO"" 0.06 
б) Экстраrr (2.4±0.2)х 1 о"" 0.08 
Фарш говяжий (4.1±0.3)х104 0.07 
Фарш "Домашний" (гоВJ1ДИна и свинина, 1: 1) (8.S±0.4)x 10-9 o.os 
Мясо (свинина) после З11Nораживанн11 (3 .8±0.4)х10-9 0.10 
М.со (хурнца) после замораживанн11 (1 .7±0. 2)х10-9 0.12 
Рыба свежая (лещ) менее 10·9 
-
Колбаса гоuжь11 "Московск.u" (Казанский (2.2±0.3)х1 о" 0.13 
NJ1сохомбинат) 
Кодбаса J1J111epuu (Казанский МJ1сохомбииат) (1.5±0.2)х\О.7 0.13 
Колбаса куриная (Агрофирма "А.к барс-Пестрецы) (7.6±0 .5)х10.а 0.07 
Расnrrельный белок (со•) менее 10-9 
-
Опреде11ение гентамичина: Гекrамицин разрешен х применению в качестве 
аtmtмикробного агента в медицине и ветеринарии для леченИJ1 ряда инфекция 
человека, а также крупного рогатого скота в США и большинстве сtран Европы . 
Вследствие этого возможно присутствие остаточных количеств гентамицнна в 
пищевых продуктах живоп~ого происхож.дени., в частности, в молоке. В табл. 1 О 
приведены некоторые результаты определенИJ1 гентамицина в молоке, выпускаемом 
различными производителями, с помощью ИФС. Максимально допустимый 
остаточныА уровень rентамицина в продукrах пиrанИJ1, установленный Европейским 
Союзом, составляет 100 мп/л. 
Таблица 10. 
Определение rентамицнна с помощью ИФС в молоке (п=5, р=О.95) 
№ Название, жирность (предпрн.1П11е-производ~rгель) Найдено, Sr 
мкг/л 
1 "Домик в деревне", 3,S% 7.5±0.S 0.06 
(Лианоэовский молочный комбинат, r. Москва) 
2 "Милu Мила", 2,5% (5.8±0.3)х 10·2 0.05 
(ОАО "Царицыиский молочный комбинат", г. Москва) 
3 3,2% (Казанский молочный комбинат) (\ .4±0 . 2)х 1 о·З 0.14 
4 3,2% (ОАО "Эдельвейс", г. Казань) (l .7x0.l)xl0"5 0.05 
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Эффекrивность действия гентамицина в отношении широкого круга 
микроорганизмов обуславливает его выпуск в виде различных лекарственных форм, 
контроль содержания rеtпамицина в которых имеет большое значение при 
производстве антибиотиков. Разработанный ИФС был использован для определения 
rеtrrамицина в образцах фармпрепаратов, результаты представлены в табл. 11. 
Содержание rентамицина в лекарственных формах указано по данным анализа по 
Фармакопее РФ. 
Таблица 11. 
Определение rентамицкна с помощью ИФС в лекарственных формах (п=5, р=О.95) 
№ Образец Введено, мг/мл (по прописи) Найдено, мг/мл Sr 
1 Порошок rекrамицина 2.5х10·> (2.5±0.3)х 1 о·> 0.12 
2 Раствор длJ1 и:иъекциА, 48/о s.0x10·5 (4.3±0.б)х\0"5 0.13 
3 Глазные капли, 0,3% 5.0xl0-6 (4.8±0.4)х 10-6 0.08 
Использование разработанных ИФС на основе совместно иммобилизованных 
фермеtпа и иммунореаге1П8 11ВJU1етс11 весьма перспективным дru1 нужд 
биомедицинского анализа. Проведенное исследование доказывает возмоJ1О1ость 
использовани11 единого типа ИФС ДЛJ1 определеНИ11 биологически активных 
соединения, знач1ПеЛьно отличающих.с11 по своим свойствам, струк-rуре, 
происхождению и физиолоmческому деЯС111ию. 
Использование способности иммунных комплексов влипь на юпалиrическую 
активность иммобилизованной холкнэстеразы позволило существенно расширить 
возможности вольтамперометрии, как метода анализа, сделав возможным разработку 
амперометрических ИФС для определения как высокомолекущных Аг и Ат, а также 
фермеtпов, так и низкомолекул11рных соединения, например, лекарственных 
препаратов. 
Разработанные методики определения биологически активных веществ с 
помощью ИФС, не требующие использовани.11 меченых компонентов 
иммунологической реакции, позволили существенно снизить стоимость анализа, а 
также сократиn. время его выполнения за счет отсуrстви.11 стадий разделенИJ1 
иммунного комплекса и несВ11завшихся компонекrов биоспецифическоrо 
взаимодействия. Селективность определенИI, обусловленная использованием 
высокоспецифичных Ат, позволила значительно yпpocnrrь пробоподrоговку 
анализируемых образцов, а в р11де случаев - полностью ее устранить. 
Результаты определенИJ1 биологически активных соединений с помощью ИФС 
и их коррел11цИJ1 с данными медицинских и микологических исследований позвол11ют 
nредставнть практические рекомендации по использованию разработанных ИФС для 
экспресс - диагностики аллергических и грибковых заболеваний. 
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выводы 
1. Предnожена модель амперометрических иммуноферментных сенсоров дЛЯ 
определения отличающихся по природе и физиологическому действию 
биологически активных соединений, в том числе, специфического IgE человека, 
анrиrенов фитопатогенного гриба Phoma betae и патогенного гриба Trichophyton 
rubrwn, рибонукnеазы и гектамицина. 
2. Разработан спосоq получения биочувствнтельной части ИФС, основанный на 
совместной иммобилизации холинэстеразы и антител (антигена), обеспечивающий 
сохранение каталитической активности фepмeirra и способности иммунореагента 
вступать в иммунохимическое взаимодействие. 
3. На основании кинетических параметров ферментативной реакции гидролиза 
БТХИ выбраны рабочие условия проведеНИJ1 иммуноопределений с помощью 
ИФС, обеспечивающие получение максимального аналитического сиmала: 
- рН боратного буферного раствора 9.05±0.05; 
- Cs = 2х 10·3 м (lgE, Аг ТR. РНКазы, ГСIП&МИЦИН) и 1х1 о·) м (Аг РhВ); 
разведение Ат 1:20 д11J1 определеmц Аг ТR и PhB, 1:50 - Д11J1 определения 
РНКазы, 1:100 - для иммуноанализа гентамицина, и разведение Аг 1:50 д1lJI 
определения IgE. 
интервалы рабочих концеtпрациА составили: lxl0"12-5xl0·7 мг/мл д1lJI IgE, 
5х10· 12 -8х10·' мг/мл д11J1 Аг РhВ, 8х10 ·15 - 8xl0-6 мг/мл для Аг ТR. lx10·9• 
2х 10·' мг/мл д11J1 РНКазы; 5х 10·9-I xl0-4 мг/мл д1lJI гентамицина. 
Нижние границы определяемых содержаиий при этих условиях составляют: 
8х 10·13 мг/мл ДJIJI lgE, lx ю·12 мг/мл для Аг РhВ, lxl о·" мг/мл д11J1 Аг ТR. 8х10·10 
мг/мл дnя РНКазы и 1х10·9 мг/мл для гентамицина. 
4. Значения констант связывания иммунных комплексов составляют: Ка 1= 
(1.4±0.2)х10 12, Ка2= (2.1±0.2)х10 11 и Ка3= (2.6±0.З)х!О 10 (мг/мл)" 1 для иммунного 
комплекса Аг РhВ - IgE при использовании иммобилизованного Аг РhВ; 
Ка 1=(4.9±0.4)х1010 и Ка2=(8.2±0.З)х101 (мг/мл)" 1 при использовании 
иммобилизованного IgE; Ка1=(3.7±0.2)х10 11 , Ka2=(5.7±0.2)xl09 (мг/мл)"1 дnя 
иммунного комплекса Аг ТR-Ат; Ка1= (З.4±0.2)х109 и Ка2= (1.9±0.З)х106 (мг/мл)"' 
для иммунного комплекса РНКаза-Ат и Ка 1=(8.4±0.З)х !01 и Ка2=(4.0±0.З)х JO' 
(мг/мл)"1 для иммунного комплекса гентамицин-Ат. 
5. Перекрестная реактивность используемых иммунореагеитов не превышает 0.1 %, 
что свидетельствует о возможности высокоселективного определения изученных 
биологически активных соединений. 
6. Разработаны методики определения специфического lgE и антигена Trichophyton 
rubrum в сыворотке крови человека, антигена Phoma betae - в экстракrах растений, 
рибонуклеазы и гектамицина в пищевых продуктах, а также гентамицина - в 
лекарственных формах. 
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7. Представлены практические рекомендации для использования 
иммуноферментных сенсоров в экспресс • диагностике аллергических и 
грибковых заболеваний. 
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